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第6節　小括
　LSE・一highを用いたMTT試験がモルモット皮膚やウサギを用い
たD瀧e試験の代替法になる可能性が示唆された．また、皮膚刺
激性は皮膚透過性を考慮し、皮膚刺激部位濃度を用いてeeig9式で
表せることが示唆された、今回得られた結果は化粧品材料や医薬晶
添加物の刺激性評価の新規方法として有用と考える．
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結論
　皮膚適用製剤の開発では、ヒト皮膚透過性やヒト皮膚刺激性を測
定または推定することが重要である。しかし、腕卿。ヒト試験：は臨
床試験：まで待たなければならず、碗yigro摘出皮膚試験：は組織摘出
に係わる倫理的な問題のため全ての国で行える状況ではない。また、
実験動物の使用自体も動物愛護の観点から問題視され、ヒトまたは
動物皮膚を介した薬物透過性や皮膚刺激性の代替法の確立が急がれ
ている。
　そこで、著者は、ヒト皮膚または実験動物の摘出皮膚の代替膜に
LSUhighがなりうると考え、次の項目について検討した．
1）LSE樋麟の薬物の透過性について
2＞LSEkighを用いた皮膚透過促進剤のスクリーニングについて
3）LSE鞭凶と水晶発振子を用いた皮膚透過性の迅速定量法の確
　　立について
4）皮膚刺激性に及ぼす角質層の影響について
5）LSE－highを用いた皮膚刺激性評価について
以下にその要約を示す。
1）LSE踊凶の薬物の透過性について
　LSE－high、ヒト摘出皮膚およびヘアレスラット摘出皮膚を用い、
極性の異なる7種の薬物の透過性を比較した。その結果、：LSE－high
を介した05時間の累積薬物量と、ヒトやラット摘出皮膚を介し
た8時間の累積透過量がほぼ等しかった．また、薬物のLSE届帥
とヘアレスラット皮膚透過の律速段階を検討した結果、ヘアレスラ
ット皮膚の主なバリアー能は角質層にあったが、LSE－highは角質
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層だけでなく角質層を含む表皮層全体にあった、さらに、各皮膚に
対して、薬物の拡散パラメータと分配パラメータを算出した結果、
用いたすべての薬物の拡散パラメータは、LSE樋鉾の方がヒトお
よびヘアレスラット皮膚よりも約灘5⑪倍高かった．しかし、分
配パラメータは。LS送葬麟、ヘアレスラットおよびヒト皮膚問でほ
とんど違いが見られなかった．すなわち．ヘアレスラットおよびヒ
ト皮膚透過性よりLS駐麺麟透過性が高いのは、分配パラメータで
なく拡散パラメータの違いが関係していることが明らかとなった、
さらに、水溶性薬物のLSE樋幽透過時の璽罐醜¢は、脂溶性薬物
よりも長い傾向が見られた。類：似した傾向は、ヘアレスラットおよ
びヒト皮膚でも観察された、加えて、p雛灘e璽騨難e癩磯脚豊踊躍脚曲量
文）にしたがい、L◎gP、。tとLOgKgewの関係を評価したところ、
LSE樋帥のlngP，。，一kogKgwの関係はヒト皮膚でのこの関係に対し
て平行に上側にシフトした．この結果にはLSE織縞とヒト皮膚の
類似した分配パラメータと異なった拡散パラメータが反映している
と考えられた。
　以上より、LS駐睡垂は、薬物のヒト皮膚透過性の評価材料とし
て利用できること、また。薬物のヒト皮膚透過性を短時間で評価で
きることが明らかとなった。さらに、式（3）を用いることで、
LSE蕪離透過性からヒト皮膚透過性を簡便に予測できることが示
唆された、一方、LSE樋幽とヒト皮膚のバリアー機能および薬物
透過特性に相違があることも明らかになった、
2）LSE短鉾を用いた皮膚透過促進剤のスクリーニングについて
LSE－highおよびヘアレスラット皮膚に各皮膚透過促進剤を適用
したところ、9SMNと9SDNの皮膚透過性は増加した。しかし、
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その促進率はLSE掘鹸よりラット皮膚の方が高かった、これは、
ラット皮膚とLSE樋幽の透過抵抗の違いに起因すると考えられた．
つまり、LSE顯幽はラット皮膚より薬物に対する角質層の透過抵
抗が約駆上低く．皮膚透過促進剤による角質層の構造変化が小さ
いため促進効果が低かったものと考えられた。また、LS駐輪麟と
ラット皮膚問の促進比の関係を9SMNと聡DNで検討したところ、
両薬物において直線関係が認められた、さらに。皮膚透過促進剤の
促進効果は促進剤濃度によって影響する可能性があったため、各濃
度の9一メントールについて促進効果を検討した、その結果、LSE擁幽
とラット皮膚ともに、璽S懸N透過では3％で最大となり、S％、90％
にすると促進効果は減少した．一一方、翌SDN透過では璽⑪％びント
ールで最大となった．このような促進能の差は、透過ルートに及ぼ
す9SiMiNと聡DNの極性の違いと促進剤の促進メカニズムを反映
したためであると考えられた．
　以上より。LSE蕪幽は、皮膚透過促進剤のスクリーニングを短
時間に評価できることが示唆されたeまた、：LSE届麟とラット摘
出皮膚のバリアー機能の違いに注目すると、：LSE－h99hと摘出皮膚
を用いた促進剤の促進比と促進剤の濃度から促進メカニズムの評価
にもこの培養ヒト皮膚モデルが使用できると思われた。
3）LSE樋鏑と水晶発振子を用いた皮膚透過性の迅速定量法の確
立について
　水晶発振子マイクロバランスは空気中や溶液中の匂いや苦味物質
の量を測定するのに使用されている．水晶発振子を用いる利点は測
定時間が短く（数分）、前処理の必要がないことである．そこで、
水晶発振子の電極上に吸着したインドメタシン量とその時のサンプ
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ル中インドメタシン濃度との関係を検：討した。その結果、インドメ
タシン濃度に依存して振動数の減少度が大きくなった．特に、電極
に付着させた脂質量あたりに換算すると。振動数減少度はインドメ
タシン濃度（4．2－25。Oμ9煽L）に比例した。しかし、33．3四馬しで
は直線性が得られなかった。また、インドメタシン溶液に水晶発振
子を浸したとき、一定の振動数減少が得られるまで数十分を要した、
動物やヒト皮膚は薬物の拡散抵抗が高いため、一般に数時間から数
十時間の透過実験時間を要す．このような場合では、一定の振動数
減少が得られるまでのiag舳eはほぼ無視できる、しかし、迅速評
価のために培養皮膚等を用いた場合では、膜透過性が速いために数
十分のlag舳eでも問題になる．この欠点を解消するためデコンボ
リューションを用いた。その結果、水晶発振子の測定値はHP：LCの
測定値とほぼ等しくなった。
　以上より、水晶発振子は生体膜透過挙動を迅速に評価する有用な
方法となることが期待できるものと推察されたe
4）皮膚刺激性に及ぼす角質層の影響について
　3％乳酸と璽％ラウリル硫酸ナトリウムをsgeclpgeed　LSEに適用
後のLSE細胞の生存率の減少速度は、単純な一次速度で示された．
また、全層LSEにオリーブ油、乳酸、ラウリル硫酸ナトリウムま
たは騒漁X．e⑪⑪を適用すると生存率は2相性の低下を示すこと
が明らかとなった．角質層のバリアー機能が完全な時．刺激物質の
LSE透過性が遅いため、皮難中の刺激物質の濃度も低く、細胞の
生存率の減少速度も遅くなると考えられる．脳魏X－9⑪⑪や乳酸の
LSEへの刺激挙動上の明らかな変曲点の存在は角質層バリアー機
能の破壊が突然起こることを示唆している．すなわち、皮膚刺激物
9璽
質の細胞の生存率は、角質層が完全な時は遅い一次減少速度で示さ
れ、その後、急に速い一次減少速度で示されたことから、ある一定
の油島が経過した後に、急に角質層バリアーが破壊されることが示
唆された．
　したがって、皮膚の細胞毒性は2つの一次減少速度によって表
現できた．また、皮膚刺激速度は適用濃度と刺激物質の固有の毒性
と同様に、皮膚バリアー機能と密接に関係していることが明らかに
なった。
5）LSBkgghを用いた皮膚刺激性評価について
　モルモット皮膚のtwgacg　skinとs麟脚¢d　sk沁のCPCの刺激部位
濃度を用いることで、Dr蹴e試験とMTT試験から得られた皮膚刺
激度共に、同じH富豪によって表すごどができた．また、この時
のfC5。はDragze試験で92．3、　MTT試験で98．9であった．さら
に、モルモット皮膚のDffaize試験とMTT試験の結果には良い直
線関係が得られたことより、今まで行われてきたDraize皮膚刺激
性評価試験の代替法としてMTT試験法が用いられる可能性が示唆
された．さらに、LS駐転寝を用いた時の、皮膚刺激度と皮膚刺激
部位濃度との相関では、モルモット皮膚を用いた時の結果とfmaxと
γは同じ値であったが、ノC5。値は異なった。これは、　CPCがモル
モット皮膚中の細胞透過性よりLSE－highの細胞透過性が高いため、
低濃度でも高い死細胞率が得られたものと考えられた．また、CPC
の皮膚への分配係数も：LS：E－higbeの方がモルモット皮膚よりも大き
かったことも影響しているものと考えられた。そこで、LSE短帥の
刺激部位濃度にモルモット皮膚のfCs。を：LS：E一塊血のIC5。で割っ
た比を用いて補正した。その結果、LSE－hgghとモルモット皮膚の
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刺激度はほとんど同じ線上にプロットされた．
　以上より。LSE顯鹸を用いたMTT試験がモルモット皮膚やウ
サギを用いたD麟附試験の代替法になる可能性が示唆された、ま
た、皮膚刺激性は皮膚透過性から求めた刺激部位濃度を用いてHlll
式で表せることが示唆された。
　以上、LSBwtgkは薬物のヒト皮膚透過性や皮膚透過促進剤を短
時間で評価できる材料として利用できることが明らかになった。さ
らに、ニオイセンサーを用いることで薬物測定をも迅速に行うこと
ができた．すなわち。LSE樋鹸とニオイセンサーを組み合わせる
ことで皮膚適用製剤の開発に有効な雛麟騰購塾騨Secreewtwagに
対応できると考えられた。
　また、皮膚刺激性は皮膚刺激部位中の刺激物質濃度に依存するこ
とが明らかになり，、さらに、LSE樋幽を用いたMTT試験がモル
モット皮膚やウサギを用いた翫蹴⑫試験の代替法になる可能性が
示唆された．本方法は化粧晶材料や医薬品添加物の刺激性評価の新
規方法として将来膚用になると予想される．
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